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二甲双胍修饰骨髓间充质干细胞外泌体调节软骨细胞的作用及机制

司马鑫利 1，刘丹平 1，綦  惠 2

文题释义：

骨关节炎：是一种以软骨基质持续性破坏为特征的退行性关节病。

二甲双胍：是一种常用的口服降糖药，主要用于治疗2型糖尿病，其涉及到的领域不仅限于糖尿病，在炎症、肿瘤、衰老等病症的治疗中

也展现出一定的效果。

摘要

背景：骨关节炎是一种以软骨基质持续性破坏为特征的退行性关节病，目前仍无有效的药物治疗方案，二甲双胍预处理骨髓间充质干细胞

来源外泌体因避免了口服药物不良反应及免疫原性等特点，可能成为治疗骨关节炎的新方法。

目的：探讨二甲双胍预处理骨髓间充质干细胞来源外泌体对软骨细胞的调节作用。

方法：体外培养乳兔骨髓间充质干细胞和软骨细胞。使用超速离心法收集正常骨髓间充质干细胞源性外泌体和经过二甲双胍预处理的骨髓

间充质干细胞源性外泌体，分别用含外泌体的培养基培养软骨细胞24 h，再用100 μmol/L H2O2干预24 h。采用CCK-8法和划痕愈合实验检测

软骨细胞增殖和迁移能力变化；采用Western blot和RT-qPCR检测软骨细胞中Ⅱ型胶原、P16蛋白及mRNA的表达变化，以及采用Western blot
检测MKK7/JNK通路蛋白的表达变化；使用ELISA试剂盒检测软骨细胞中超氧化物歧化酶活性和丙二醛水平。

结果与结论：①在氧化应激环境下，软骨细胞的增殖和迁移能力减弱，两种外泌体能够一定程度恢复软骨细胞的增殖和迁移能力，二甲双

胍预处理骨髓间充质干细胞来源外泌体的改善效果更显著(P < 0.05)；②与正常骨髓间充质干细胞来源外泌体相比，二甲双胍预处理骨髓间

充质干细胞来源外泌体更能有效提高Ⅱ型胶原表达和超氧化物歧化酶活性(P < 0.05)，同时也更能有效降低P16表达和丙二醛水平(P < 0.05)；
③两种外泌体能够一定程度抑制MKK7和p-JNK蛋白表达，二甲双胍预处理骨髓间充质干细胞来源外泌体的抑制效果更显著(P < 0.05)。结

果表明，在氧化应激环境下，二甲双胍预处理骨髓间充质干细胞来源外泌体通过抑制MKK7/JNK通路对抗软骨细胞衰老并促进软骨细胞 

增殖。
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Abstract
BACKGROUND: Osteoarthritis is a progressive joint condition identified by ongoing deterioration of the cartilage matrix, and there is currently no effective 
drug treatment plan. Metformin-modified exosomes isolated from bone marrow-derived mesenchymal stem cells can become a new method for treating 
osteoarthritis due to their avoidance of oral drug adverse reactions and immunogenicity.
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获得兔骨髓间充质干细胞 获得兔软骨细胞

提取的外泌体与软

骨细胞共培养后暴

露在氧化应激微环

境中

(1) CCK-8 检测软骨细胞活性；

(2) RT-qPCR 检测增殖、衰老相关

mRNA 表达；

(3) Western blot 检测Ⅱ型胶原、

P16 和 MKK7/JNK 信号通路相关

蛋白表达；

(4) ELISA 检测软骨细胞上清液中

超氧化物歧化酶和丙二醛水平。
二甲双胍预处理骨髓间充质干细胞
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0   引言   Introduction
骨关节炎是最常见的骨关节疾病之一，其主要特点

是骨软骨基质的持续丧失和微环境的病理改变，如形成骨

赘和关节滑膜炎症
[1-2]

。骨关节炎发生的病因除创伤和肥

胖外，氧化应激微环境也会导致骨关节炎进一步加重
[3-5]

。 

在骨关节炎发展到终末期，多采用关节置换治疗
[6-7]

。课

题组既往研究已经证实，骨髓间充质干细胞不但能够改

善关节腔微环境，还能促进骨软骨损伤的修复
[8-11]

。二甲

双胍是一种治疗糖尿病及肥胖等疾病的有效药物，目前

作为一种衰老保护相关因子具有抗软骨细胞衰老及抗氧

化的作用
[12-15]

。此研究将兔骨髓间充质干细胞来源外泌体

和二甲双胍预处理兔骨髓间充质干细胞来源外泌体分别

与兔软骨细胞共培养，然后采用 H2O2干预软骨细胞建立

氧化应激环境，以探讨 2种外泌体对软骨细胞的调节作用。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1    设计   细胞水平体外实验。

1.2   时间及地点   实验于 2023 年 4 月至 2024 年 7 月在锦

州医科大学第一附属医院医学组织工程重点实验室完成。

1.3   材料

1.3.1   实验动物   普通级大耳白兔 24 只，雌雄各半，17-
20 d 龄，体质量 200-250 g，用于骨髓间充质干细胞和软

骨细胞提取，由锦州医科大学动物中心提供，许可证号：

SCXK(辽 )2019-0003。实验严格遵守了《实验动物管理条例》

中的相关规定，并已通过锦州医科大学医学伦理委员会

的审批 ( 批准号：241108)。
1.3.2   实验试剂和仪器   盐酸二甲双胍 (Sigma，美国 )；

总超氧化物歧化酶、丙二醛试剂盒 ( 南京建成，中国 )；
BCA 蛋白试剂盒 ( 碧云天，中国 )；磷酸酶抑制剂 ( 索莱

宝，中国 )；Ⅱ型胶原、P16、丝裂原活化蛋白激酶激酶 7 

(mitogen-activated protein kinase kinase 7，MKK7)、c-Jun

氨基末端激酶 (c-Jun N-terminal kinase，JNK)、磷酸化 c-Jun

氨基末端激酶 (phosphorylated C-Jun N-terminal kinase，p-JNK)

抗体 (Affinity，美国 )；α-MEM 培养基、DMEM/F12 培养基、

胎牛血清、0.25% 胰蛋白酶 (Gibco，美国 )；PBS( 索莱宝，

中国 )；CCK-8 试剂盒 ( 赛维尔，中国 )；Trizol(Biosharp，中

国 )；Hifair Ⅱ 1st Strand cDNA Synthesis Kit 试剂盒 (YEASEN，
11119ES60)；SYBR Green Master Mix(YE SEN，11201ES50)；
HRP Goat Anti-Rabbit IgG( 赛维尔，中国 )；AmershamImager 

600 蛋白条带显影仪 (GE 美国 )；CO2 培养箱 ( 海尔 )；超速

离心机 (HITACHI)；倒置荧光显微镜 (Leica)；电泳仪 (赛维尔 )；
RT-qPCR 引物由上海赛维尔公司设计合成。

1.4   实验方法   

1.4.1   骨髓间充质干细胞及外泌体的提取和鉴定
[16-18]   随

机选取 17-20 d 龄乳兔 8 只，异氟烷吸入麻醉，睫毛刺激

无明显反应后，脱颈处死，完整切除双侧后肢，将其浸

入含有体积分数 75% 乙醇的无菌玻璃量杯中进行短时间

表面消毒。转移至超净工作台中，再次浸泡无菌 PBS(1×)

中保湿，仔细剔除表面软组织，切除股骨头、股骨远端

及胫骨近端、远端。将骨髓腔完全暴露，使用 5 mL 注射

器吸取无血清的 α-MEM 培养基对股骨和胫骨骨髓腔进

行多次冲洗，并通过细胞筛网过滤以剔除非细胞组织成

分，然后 1 200 r/min 离心 3min，弃上清，使用含体积分

数 10% 胎牛血清的 α-MEM 培养基对细胞沉淀进行重悬，

将其转移至培养皿中，放入 37 ℃、含体积分数 5%CO2 孵

育箱进行细胞培养。当细胞融合度达到皿底面积的 80%-

90%，用 0.25% 胰酶消化，以 1 ∶ 2 比例细胞传代。选取

生长状况优良的第 1 代骨髓间充质干细胞，以 3×105/ 孔

接种于 12 孔板，当细胞长满约 60% 时，将培养基替换为

专门的三系分化诱导液，对细胞进行定向诱导分化，当

细胞长满 60%-70% 时，进行茜素红、油红 O 和阿利新蓝

染色，检测其多向分化潜能。

OBJECTIVE: To study the controlling impact of exosomes from metformin-altered bone marrow-derived mesenchymal stem cells on chondrocytes.
METHODS: Rabbit bone marrow-derived mesenchymal stem cells and chondrocytes were cultured in vitro. Bone marrow-derived mesenchymal stem cells 
derived exosomes and metformin pretreated bone marrow-derived mesenchymal stem cells derived exosomes were collected using a high-speed centrifuge. 
Chondrocytes were cultured with exosome-containing culture medium for 24 hours and then treated with 100 µmol/L H2O2 for 24 hours. The capability changes 
of two extracellular vesicles on chondrocyte proliferation and migration were detected using CCK8 assay and scratch healing experiment, respectively. Western 
blot analysis and RT-qPCR were employed to examine the alterations in the expression of type II collagen, P16 protein, and their mRNA in chondrocytes. 
Western blot analysis was utilized to assess the changes in the expression of MKK7/JNK pathway proteins. ELISA kits were utilized to measure the activity of cell 
superoxide dismutase and the levels of malondialdehyde in chondrocytes.
RESULTS AND CONCLUSION: (1) In an oxidative stress environment, the proliferation and migration abilities of chondrocytes were weakened. The two types of 
exosomes could restore the proliferation and migration abilities of chondrocytes to a certain extent. Metformin pretreated bone marrow-derived mesenchymal 
stem cells derived exosomes had a significantly better improvement effect (P < 0.05). (2) Compared with normal bone marrow mesenchymal stem cell-derived 
exosomes, metformin pretreated bone marrow-derived mesenchymal stem cells derived exosomes could more effectively increase type II collagen expression 
and superoxide dismutase activity (P < 0.05), and were also more effective in reducing P16 expression and malondialdehyde levels (P < 0.05). (3) The two types 
of exosomes could inhibit the expression of MKK7 and p-JNK proteins to a certain extent, and the inhibitory effect of metformin pretreated bone marrow-
derived mesenchymal stem cells derived exosomes was more significant (P < 0.05). The results show that in an oxidative stress environment, metformin 
pretreated bone marrow-derived mesenchymal stem cells derived exosomes resist chondrocyte aging and promote chondrocyte proliferation by inhibiting the 
MKK7/JNK pathway.
Key words: bone marrow mesenchymal stem cell; metformin; exosome; chondrocyte; osteoarthritis; oxidative stress; aging; engineered stem cell
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使用无血清 α-MEM 培养基和含有二甲双胍 (50 μmol/L) 

的无血清 α-MEM 培养基孵育第 4 代骨髓间充质干细胞 

48 h[19]
，收集上清液，10 000×g超速离心 30 min，留取上清；

0.22 μm 的滤器过滤后，10 000×g 超速离心 120 min； 

小心移除超离管上清剩约 1 mL，浓缩外泌体，然后再

次 10 000×g 离心 120 min，留取沉淀，100 μL PBS 重悬

沉淀，-80 ℃冻存，即骨髓间充质干细胞源性外泌体 

(NC-Exos) 和二甲双胍预处理骨髓间充质干细胞源性外泌

体 (MET-Exos)。使用透射电镜观察两种外泌体的形态特征，

Western blot 检测 CD9、CD63、TSG101 的表达 ( 一抗稀释

比例均为 1 ∶ 2 000、二抗 HRP Goat Anti-Rabbit IgG 稀释

比例为 1 ∶ 3 000)。
1.4.2   软骨细胞培养及体外模型建立

[20]   随机选取 17- 
20 d 龄乳兔 2 只，异氟烷吸入麻醉，睫毛刺激无明显反应

后，脱颈处死，在超净工作台中分离乳兔双侧后肢股骨

头、股骨下端及胫骨上端的软骨组织，用手术刀将取得的

软骨组织切割成精细的小块，以 0.25% 胰酶在常温下消化 

30 min，通过等体积的 DMEM/F12 培养基终止消化过程，

然后用 0.5% Ⅱ型胶原酶处理 6 h，200 目滤网过滤，以 1 

200 r/min 离心 3 min， PBS 清洗 3 遍，再次重悬，在 37 ℃

孵育箱中培养。当细胞生长状态良好并覆盖皿底大于 80%

时开始传代。在第 2 代软骨细胞中加入 100 μmol/L H2O2 刺

激 24 h，体外构建氧化应激损伤软骨细胞衰老模型
[21-23]

。

1.4.3   CCK-8 检测二甲双胍对软骨细胞增殖活力的影响   第
2 代软骨细胞以约 5×103/ 孔接种于 96 孔板，对照组用

DMEM/F12 培养基培养，实验组用含有不同浓度二甲双胍的

DMEM/F12 培养基培养，浓度分别为 0，50，500 μmol/L，分

别在培养 1，3，5 d 时，各孔加入含 10% CCK-8 的 DMEM/F12

培养基，避光孵育 2 h，使用酶标仪检测各孔 450 nm 波长处

的吸光度值，以评估二甲双胍对软骨细胞增殖的影响。

1.4.4   软骨细胞摄取外泌体的能力   第 2 代软骨细胞以 4× 

105/ 孔接种在 6 孔板中，长至 70%-80% 融合时，加入 1 mL  

Dil 标记的 NC-Exos 和 MET-Exos( 质量浓度均为 100 μg/mL)， 

在无血清 DMEM/F12 培养基中共培养 4 h，然后将软骨细

胞于40 g/L多聚甲醛固定15 min，使用鬼笔环肽 (Phalloidin)

和 DAPI 染色，在共聚焦显微镜下拍摄照片。

1.4.5   软骨细胞分组  

(1) 对照组：用完全 DMEM/F12 培养基培养。

(2) 模型组：用含 100 μmol/L H2O2 的 DMEM/F12 培养

基培养软骨细胞 24 h，弃培养基，用 DMEM/F12 完全培

养基继续培养。

(3)NC-Exos 组：用含有 NC-Exos(100 μg/mL) 的 DMEM/F12 

培养基培养软骨细胞 24 h，再用含 100 μmol/L H2O2 的

DMEM/F12 培养基培养软骨细胞 24 h，弃培养基，用

DMEM/F12 完全培养基继续培养。

(4)MET-Exos 组： 用 含 有 MET-Exos(100 μg/mL) 的

DMEM/F12 培养基培养软骨细胞 24 h，再用含 100 μmol/L 

H2O2 的 DMEM/F12 培养基培养软骨细胞 24 h，弃培养基，

用 DMEM/F12 完全培养基继续培养。

1.4.6   各组软骨细胞的增殖活性   将干预后的第 2 代各组软

骨细胞用 0.25% 胰酶消化后，计数软骨细胞，以 3 000 个 / 孔 

密度接种于 96 孔板，培养 24 h，弃培养基，每孔加入含

有 10% CCK-8 的 DMEM/F12 培养基 100 μL，避光孵育 2 h，

使用酶标仪检测各孔 450 nm 波长处的吸光度值，以评估

各组软骨细胞的增殖能力。

1.4.7   各组软骨细胞的迁移能力   将干预后的第 2 代各

组软骨细胞用 0.25% 胰酶消化后，计数软骨细胞，以 4× 

105/ 孔密度接种于 6 孔板，待细胞铺满皿底后，用无菌

200 μL 移液器枪头于每孔中央竖直划“一”字划痕，继续

培养 24 h，倒置相差显微镜观察划痕愈合程度，每孔均

设 3 个复孔。

1.4.8   qRT-PCR 检测Ⅱ型胶原、P16 基因表达   第 2 代各组

软骨细胞以 4×105/ 孔密度接种于 6 孔板中，待细胞长至

90%融合时，根据细胞分组进行干预，干预结束后用 Trizol

试剂裂解细胞，氯仿 - 异丙醇法提取细胞总 RNA，根据

Hifair Ⅱ 1st Strand cDNA Synthesis Kit 试剂盒说明书将 RNA

其反转录为 cDNA，然后在 LightCycler480II 上使用 SYBR 

Green Master Mix 进行 qRT-PCR 反应。内参是 GAPDH， 

用 2-ΔΔCT
法计算 mRNA 的相对表达量。引物序列见表 1。

表 1 ｜ RT-qPCR 引物序列
Table 1 ｜ RT-PCR primer sequences

基因 引物序列 (5’-3’)

Ⅱ型胶原 上游：TGA GCC AAA TCC AGT TGA AGA C
下游：TTC GCC TAA ATC TCC ATC TAC C

P16 上游：CTC CTC AGA GAC ACG TGA GCG
下游：TGA CCT TAC GCT CGC TCC T

GAPDH 上游：TGA AGG TCG GAG TGA ACG GAT
下游：CGT TCT CAG CCT TGA CCG TG

1.4.9   Western blot 检测Ⅱ型胶原、P16 和 MKK7/JNK 通路

相关蛋白的表达   第 2 代软骨细胞以 4×105/ 孔密度接种

于 6 孔板中，待细胞长至 90%融合时，根据细胞分组进

行干预，干预结束后加入适量细胞裂解液、PMSF 和磷酸

酶抑制剂 ( 比例 100 ∶ 1 ∶ 1)，裂解收集总蛋白，BCA 法

定量蛋白浓度。上样孔蛋白质均 20 μg，凝胶电泳后，得

到目的条带，采用湿转法将蛋白转移到 PVDF 膜上，加入

Ⅱ型胶原、P16、MKK7、JNK、p-JNK、GAPDH 一抗 ( 一抗

稀释比例均为 1 ∶ 2 000)，4 ℃孵育过夜，加入 HRP Goat 

Anti-Rabbit IgG 二抗 ( 稀释比例为 1 ∶ 3 000)，室温孵育

60 min，最后在全自动分析仪中进行 ECL 蛋白条带显影，

并使用 Image J 软件定量条带灰度值。

1.4.10   超氧化物歧化酶、丙二醛水平测定   第 2 代软骨细

胞以 4×105/ 孔密度接种于 6 孔板中，待细胞长至 90%融
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合时，根据细胞分组进行干预，干预结束后软骨细胞经

手动玻璃研磨器研磨处理后，收集匀浆悬液，依据超氧

化物歧化酶、丙二醛试剂盒说明书进行处理，使用酶标

仪测定上清液中超氧化物歧化酶、丙二醛水平。

1.5   主要观察指标   ①第 1 代骨髓间充质干细胞形态与鉴

定结果；② NC-Exos 和 MET-Exos 鉴定结果；③软骨细胞摄

取 NC-Exos 和 MET-Exos 的能力；④二甲双胍对软骨细胞增

殖的影响；⑤ NC-Exos 和 MET-Exos对氧化应激环境下软骨

细胞活性的影响；⑥ NC-Exos 和 MET-Exos对氧化应激环境
下软骨细胞中Ⅱ型胶原、P16表达的影响；⑦ NC-Exos 和
MET-Exos对氧化应激环境下软骨细胞中 MKK7/JNK 通路相

关蛋白表达的影响；⑧ NC-Exos 和 MET-Exos对氧化应激环

境下软骨细胞中超氧化物歧化酶、丙二醛水平的影响。

1.6   统计学分析   通过 SPSS 25.0 软件进行单因素方差分

析和 t 检验，然后用 GraphPad Prism 9.5 作图。P < 0.05 为

差异有显著性意义。文章统计学方法已经通过锦州医科

大学附属第一医院统计学专家审核。

2   结果   Results 
2.1   骨髓间充质干细胞及其来源外泌体鉴定结果   骨髓间

充质干细胞具有成骨、成脂、成软骨分化能力
[15-16]

，见图

1A。透射电镜观察 MET-Exos 与 NC-Exos 一样，均呈类圆

形，见图 1B，Western blot 检测特异标志物 CD9、CD63、
TSG101 表达阳性，见图 1C。
2.2   二甲双胍及外泌体对软骨细胞活性的影响   CCK-8 结

果显示，50，500 μmol/L 二甲双胍作用 3 d 时软骨细胞活

力显著提高 (P < 0.05)，50 μmol/L 二甲双胍提高软骨细胞

活力更明显，见图 2A。与 NC-Exos 相比，MET-Exos显著
促进软骨细胞的增殖 (P < 0.05)，见图 2B。
2.3   软骨细胞内吞外泌体的能力   共聚焦显微镜下观察，

Dil 标记的外泌体可以被 Phalloidin 标记的软骨细胞内吞，

主要位于软骨细胞胞质内，分布在 DAPI 标记的蓝色核周

围，见图 3。
2.4   外泌体对软骨细胞迁移能力的影响   与对照组相比，

模型组划痕愈合率显著减小 (P < 0.05)；与模型组和 NC-

Exos 组相比，MET-Exos 组划痕愈合率显著增大 (P < 0.05)，

表明 MET-Exos 可促进软骨细胞迁移，见图 4。
2.5   外泌体对软骨细胞Ⅱ型胶原、P16 和 MKK7/JNK 通路

相关蛋白表达的影响   Western blot结果表明，与对照组

相比，模型组Ⅱ型胶原蛋白表达量显著降低 (P < 0.05)，
P16、MKK7 和 p-JNK 蛋白表达量显著升高 (P < 0.05)；与

模型组相比，外泌体治疗组 P16、MKK7 和 p-JNK 蛋白表

达量显著降低 (P < 0.05)，Ⅱ型胶原蛋白表达量显著升高

(P < 0.05)；与 NC-Exos 组相比，MET-Exos 组Ⅱ型胶原蛋白

表达量显著升高 (P < 0.05)，P16、MKK7 和 p-JNK 蛋白表

达量显著降低 (P < 0.05)，见图 5。RT-qPCR 结果表明，与

NC-Exos 组相比，MET-Exos 组Ⅱ型胶原 mRNA 表达水平显

著提高，P16 mRNA 表达水平显著降低 (P < 0.05)，见图 6，

表明 MET-Exos 有可能通过 MKK7/JNK 通路发挥对抗软骨

细胞衰老、促进软骨细胞增殖的作用。

2.6   外泌体对软骨细胞超氧化物歧化酶和丙二醛水平的影

响   与对照组相比，模型组超氧化物歧化酶活性显著降低

(P < 0.05)，当给予 NC-Exos 和 MET-Exos 后，超氧化物歧

化酶活性有明显恢复 (P < 0.05)，但仍低于对照组 (P < 0.05)，

但 NC-Exos 组和 MET-Exos 组之间没有显著差异。与对照

组相比，模型组丙二醛水平显著升高 (P < 0.05)；与模型

组相比，NC-Exos 组、MET-Exos 组丙二醛水平显著降低 

(P < 0.05)；与 NC-Exos 组相比，MET-Exos 组丙二醛水平显

著降低 (P < 0.05)，见表 2。

表 2 ｜外泌体对软骨细胞超氧化物歧化酶活性、丙二醛水平的影响
(x-±s，n=6)

Table 2 ｜ Effects of exosomes on superoxide dismutase activity and 
malondialdehyde level in chondrocytes

组别 超氧化物歧化酶 (U/g) 丙二醛 (nmol/mg)

对照组 1 935.83±11.82 5.21±0.43
模型组 1 533.24±104.80a 16.72±2.11a

NC-Exos 组 1 834.67±43.25ab 12.41±2.87ab

MET-Exos 组 1 852.77±13.08ab 7.18±0.08bc

表注：与对照组相比，
aP < 0.05；与模型组相比，

bP < 0.05；与 NC-Exos 组相比，
cP <  

0.05。MET-Exos：二甲双胍预处理骨髓间充质干细胞来源外泌体；NC-Exos：正常

骨髓间充质干细胞来源外泌体。

3   讨论   Discussion
骨关节炎的发病机制是临床面临的难点，如衰老、

体质量增加等多种因素均与骨关节炎的发生发展密切相

关，而且目前尚无治愈的有效方法
[24-26]

。近年来，骨髓间

充质干细胞能够促进软骨细胞增殖备受关注
[27-28]

，但潜在

作用机制尚不清楚。一些文献显示，骨髓间充质干细胞

促进组织再生修复在很大程度上是由其分泌的外泌体实

现的
[29-32]

。间充质干细胞分泌的外泌体可以治疗骨关节损

伤以及改善骨关节炎
[33-35]

。移植骨髓间充质干细胞在体内

可能会引起免疫排斥以及致瘤等风险
[36-38]

，而外泌体可以

有效避免以上不良反应和风险，并且发挥骨髓间充质干

细胞同样的功能，治疗骨软骨损伤
[39-40]

。

研究显示，通过各种不同的处理因素，比如物理处理、

缺氧环境、药物干预等，可以显著增强外泌体的治疗潜 

能
[41]
。吴志文等

[42]
实验表明，Chm-1 预处理干细胞来源

外泌体可通过抑制血管生成、炎症因子分泌、细胞肥大

来改善骨关节炎症状；申恩谱等
[43]

研究证明，褪黑素干

预干细胞后提取外泌体，通过 Wnt1/β-catenin 信号通路可

有效地调节骨质生成和骨质吸收的平衡，改善骨关节炎。

二甲双胍是一种常用的口服降糖药物，近年来在骨

关节炎治疗中也展现出一定的潜力
[44-45]

。二甲双胍预处

理骨髓间充质干细胞分泌的外泌体，在避免口服药物引
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图注：图 A 为骨髓间充干细胞多向分化能力：茜素红、油红 O、阿利新

蓝染色阳性 (标尺：200 μm)；B为透射电镜观察外泌体的超微结构 (标尺：

200 nm)；C 为 Western blot 检测外泌体表面蛋白标志物。MET-Exos：二

甲双胍预处理骨髓间充质干细胞来源外泌体；NC-Exos：正常骨髓间充

质干细胞来源外泌体。

图 1 ｜兔骨髓间充质干细胞及其来源外泌体鉴定

Figure 1 ｜ Identification of rabbit bone marrow mesenchymal stem cells 
and exosomes derived from them

图注：图 A 为软骨细胞对 NC-Exos 的摄取；B 为软骨细胞对 MET-Exos 的
摄取。MET-Exos：二甲双胍预处理骨髓间充质干细胞来源外泌体；NC-
Exos：正常骨髓间充质干细胞来源外泌体。

图 3 ｜共聚焦显微镜观察软骨细胞对外泌体的摄取情况 ( 标尺：50 μm)
Figure 3 ｜ Confocal microscopy observation of chondrocyte uptake of 
exosomes (scale bars: 50 μm) 

图注：图 A 为Ⅱ型胶原、P16 蛋白表达；B 为 MKK7/JNK 通路相关蛋白表达。

与对照组相比，
aP < 0.05；与模型组相比，

bP < 0.05；与 NC-Exos 组相比，
cP <  

0.05。MET-Exos：二甲双胍预处理骨髓间充质干细胞来源外泌体；NC-
Exos：正常骨髓间充质干细胞来源外泌体。MKK7：丝裂原活化蛋白激酶激

酶 7；JNK：c-Jun 氨基末端激酶；p-JNK：磷酸化 c-Jun 氨基末端激酶。

图 5 ｜ Western blot 检测各组软骨细胞Ⅱ型胶原、P16 和 MKK7/JNK 通

路相关蛋白表达

Figure 5 ｜ Western blot detection of the expression of type II collagen, P16 
and MKK7/JNK pathway-related proteins in chondrocytes of each group

图注：图 A 为二甲双胍作用下，软骨细胞增殖活力，与 0 d 比较，
aP < 

0.05；B 为不同条件下，软骨细胞的增殖活力。与对照组相比，
aP < 0.05；

与模型组相比，
bP < 0.05；与 NC-Exos 组相比，

cP < 0.05。MET-Exos：二

甲双胍预处理骨髓间充质干细胞来源外泌体；NC-Exos：正常骨髓间充

质干细胞来源外泌体。

图 2 ｜各组软骨细胞的增殖活力

Figure 2 ｜ Proliferation activity of chondrocytes in each group

图注：与对照组相比，
aP < 0.05；与

模型组相比，
bP < 0.05；与 NC-Exos

组相比，
cP < 0.05。MET-Exos：二甲

双胍预处理骨髓间充质干细胞来源

外泌体；NC-Exos：正常骨髓间充质

干细胞来源外泌体。
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起胃肠道不良反应的同时，可以提高软骨细胞的抗氧化能

力。有资料显示，氧化应激是影响骨关节炎关节腔微环境

的一项重要因素
[46-47]

。丙二醛和超氧化物歧化酶是软骨细

胞氧化应激的标志物，在骨关节炎状态下，丙二醛含量明

显升高，超氧化物歧化酶含量明显降低，二者可用作评价

MET-Exos 治疗骨关节炎的指标
[48-50]

。结果表明，二甲双

胍预处理骨髓间充质干细胞提取的外泌体能够改善骨关节

炎兔体内软骨细胞所处的氧化应激微环境，减轻细胞因氧

化应激而受损，并延缓软骨细胞老化，改善骨关节炎。

MKK7/JNK信号通路是一条关键的细胞信号传导通路，

对细胞的应激反应、炎症反应和细胞凋亡等过程起着重要

的调节作用
[51-53]

。研究表明，MKK7/JNK 通路在骨关节炎发

病过程中发挥着重要作用，其活化与软骨细胞的功能障碍

密切相关
[54]
。当软骨细胞受到机械性损伤或炎症因子刺激

时，MKK7 被磷酸化激活，进而激活 JNK，同时这一过程也

能够引发软骨基质金属蛋白酶的上调，促进软骨的降解和

退化
[55-56]

。此外，MKK7/JNK 通路的激活还与促炎细胞因

子的释放相关，如肿瘤坏死因子 α 和白细胞介素 6，这些

因子进一步加重了骨关节炎的炎症环境并加速软骨损伤的

进展
[57-58]

。在骨关节炎模型中，MKK7/JNK 信号通路常常

处于持续激活状态，导致软骨细胞的增殖和自噬过程受损，

进而引发软骨细胞凋亡与功能失调
[59-60]

。最新的研究显示，

抑制 MKK7/JNK 通路的激活能有效降低软骨细胞的凋亡率

和促炎因子的释放，同时通过促进自噬过程，有助于修复

受损软骨和维持软骨细胞的稳态
[61-65]

。因此，针对 MKK7/

JNK 信号通路的干预可能是治疗骨关节炎的重要策略之

一。选择 MKK7/JNK 信号通路进行研究，具有重要的科学

价值和临床意义。首先，该通路在调节软骨细胞的生存和

功能中扮演了中心角色，通过深入了解其机制，可为骨

关节炎的发病机制提供新的见解；其次，鉴于 MKK7/JNK 

信号通路在炎症反应和细胞凋亡中的重要作用，针对其进

行调控将有助于开发新的药物或治疗手段，改善骨关节炎

患者的治疗效果。因此，深入探讨 MKK7/JNK 信号通路在

骨关节炎中的作用，具有重要的研究和应用价值。

二甲双胍是一种经典的抗糖尿病药物，通过激活

AMPK 来抑制肝脏葡萄糖生成、增强外周组织对胰岛素的

敏感性
[66-67]

。二甲双胍在特定条件下修饰干细胞释放外

泌体，能够影响靶细胞 ( 例如软骨细胞 ) 的信号转导
[68]
。

MET-Exos 中可能富含特定的小分子、miRNA 或调节因子，

这些分子通过直接或间接影响 MKK7/JNK 通路的表达和活

性
[69-72]

，从而实现对软骨细胞的调节。

通过实验发现，相较于 NC-Exos，MET-Exos 能更好地

在氧化应激下调控关节腔微环境，延缓软骨细胞衰老，一

定程度上恢复软骨细胞增殖和迁移能力。MET-Exos 更能

有效提高Ⅱ型胶原表达和超氧化物歧化酶活性，同时也更

有效降低 P16 蛋白表达和丙二醛水平；同时，RT-qPCR 结

果也说明了在氧化应激下软骨细胞抗衰老能力得到提高。

此外，对 MET-Exos 延缓软骨细胞衰老的潜在机制进行了

研究。夏帅
[73]

实验表明，抑制 MAPK 信号通路对治疗骨

关节炎发挥重要作用，JNK 为 MAPK 通路中重要靶点，实

验证明抑制 JNK 磷酸化，从而抑制软骨细胞凋亡，促进兔

软骨细胞增殖，延缓骨关节炎。ZHANG 等
[74]

实验表明，

抑制 MKK7 积累可以阻碍 JNK 信号传导，延缓软骨细胞衰

老，从而减缓软骨细胞退化和骨关节炎发展。曾麒等
[75]

研究显示，JNK 信号通路抑制剂 SP600125 可以抑制 JNK

信号传导。在此研究中，MET-Exos 能抑制兔体内 JNK 通

路上游靶点 MKK7 的蓄积，减少 JNK 磷酸化既而达到减轻

骨关节炎兔软骨细胞的氧化损伤，促进软骨细胞增殖。

综上，在氧化应激环境下，MET-Exos 通过抑制

MKK7/JNK 通路对抗软骨细胞衰老并促进软骨细胞增殖。

但是，该研究仅限于体外细胞实验，尚未经过体内动物研

究和临床试验验证，还需要进一步研究外泌体内容物及后

续释放过程对软骨细胞的影响。
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二甲双胍修饰骨髓间充质干细胞外泌体调节软骨细胞的作用及机制

文章特色分析

一、文章重要性

1. 临床问题导向：

- 骨关节炎是一种常见的退行性关节疾病，目前尚无有效药物治疗手段，尤其是针对软

骨细胞衰老和氧化应激损伤的干预策略有限。

- 本研究聚焦于外泌体治疗这一前沿方向，结合二甲双胍这一经典药物的多效性，提出

了一种潜在的新型治疗策略。

2. 治疗策略创新：

- 利用二甲双胍预处理骨髓间充质干细胞，提取其外泌体（MET-Exos），在避免口服药

物副作用和免疫原性的同时，增强其抗氧化和抗衰老能力。

3. 机制研究深入：

- 研究不仅验证了 MET-Exos 的功能效果，还深入探讨了其作用机制——通过抑制

MKK7/JNK 信号通路，延缓软骨细胞衰老并促进其增殖。

二、创新性特色

1. 外泌体工程化修饰：

- 将二甲双胍预处理作为外泌体“工程化”手段，增强其生物学功能，属于干细胞外泌

体治疗领域的创新尝试。

2. 多维度功能验证：

- 研究从细胞增殖、迁移、衰老标志物（P16）、细胞外基质（Ⅱ型胶原）、氧化应激指

标（SOD、MDA） 等多个角度系统评估了 MET-Exos 的作用。

3. 机制聚焦明确：

- 首次揭示 MET-Exos 通过 MKK7/JNK 通路调控软骨细胞衰老，为该通路在骨关节炎治疗

中的作用提供了新证据。

4. 转化潜力突出：

- 外泌体治疗具有无创、靶向、低免疫原性等优势，结合二甲双胍的“老药新用”，具

备较高的临床转化前景。

三、对学科的启示

1. 干细胞外泌体治疗的新方向：

- 提示通过药物预处理可优化干细胞外泌体的功能，为开发“智能化”或“功能化”外

泌体提供了思路。

2. 骨关节炎治疗的机制拓展：

- 强调了氧化应激-衰老-信号通路（MKK7/JNK） 在骨关节炎发病中的核心作用，为靶向

治疗提供了新靶点。

3. 多学科交叉融合：

- 本研究融合了干细胞生物学、外泌体技术、药物药理学、分子信号通路研究，展示了

多学科交叉在解决复杂疾病中的重要性。

4. 推动“老药新用”研究：

- 二甲双胍作为一种安全、经济的药物，其在非糖尿病领域（如抗衰老、抗炎、组织修

复）的应用价值被进一步挖掘。

总结

该研究不仅在治疗策略上具有创新性，在机制探讨上也具有深度，为骨关节炎的细胞治疗提

供了新思路，同时也为外泌体工程化和药物预处理策略在再生医学中的应用提供了重要参考。

尽管目前仍处于体外实验阶段，但其研究框架和发现具有较强的学科引领性和临床转化潜力。


